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چکیده
ژن هاي MHC از جمله داد. افزایـش را بیماريها به نسـبت مقاومت میتوان ژنتیکی برنامههاي اصلاح با حیوانـات در
پاسخ است. شـده مشـخص خوبی به بیماريها به ایمنی میزبان پاسـخ و د ر مقاومت کنترلی آن نقش مهمی اسـت که
درك واکنشهاي براي میتواند ارتباط این و کشـف داشـته MHC ژنهاي به زیادي وابسـتگی پادگنها به اختصاصی
یا مقاومت بـا DRB3(MHC class II) ناحیه ژنتیکـی بیـن باشـد. در گاو ارزشـمند زا بیماري و عامل متقابـل میزبـان
،PCR-RFLP ر وش از اسـتفاده مطالعه با این دارد. در نزدیکی وجود عفونی ارتباط بیمار يهاي به نسـبت حساسـیت
26 آلل گر فت. بررسـی قـرار تحت ایر انی هلشـتاین گاوهاي از نمونه BOLA-DRB3 در 55 ژن اگزون 2 ژنتیکی تنوع
بدست مجموع آلل هاي میان از گردید . محاسبه نیز آلل ها از یک هر فراوانی و شدند شناسایی این بررسی در مختلف
به قبلی مطالعـات که در آللهایی فر اوانی بود ند . نشـده کنون گزارش تا (pec و gba) دو ترکیب برر سـی این در آمـد ه
استافیلوکوکی ورمپستان و بر فکی تب مانند لکوز، بیماريها از برخی به نسبت مقاومت یا و حساسیت عوامل عنوان
به نسـبت حساسـیت با مرتبط آللهاي بالاي فراوانی گرد ید. تعیین جمعیت مورد مطالعه در بودند نیز شـد ه معرفی
در دیدگاههاي خاص د لیل به نسبت به ورم پسـتان میتواند حساسـیت ایجاد آلل هاي کم شـیوع و بر فکی تب و لکوز
مشـهود غیر خسـارت هاي موجب بیماريهایی که توجه به عدم معمولا با که شـیري باشـد گاو نژاد اصلاح بر نامههاي

است. همر اه میشوند، اقتصادي

MHC, BOLA-DRB3, PCR-RFLP ایر انی، هلشتاین کلیدي: کلمات
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Polymorphism of BOLA-BRB 3.2 gene in Iranian holstein by use of PCR-RFLP method
By: Gh. Nikbakht Brojeni and S.M. Emam, Member of Scientific Board of Faculty of Veterinary, Tehran University
Enhancing disease resistance in animal production can be achieved by genetic improvement programs. The best-
characterized genetic control of disease resistance and immune response in animals is that associated with the MHC. 
Respond to specific antigens is closely related to MHC genes and their associations might therefore provide precious 
answers to main questions about the host pathogen interactions. In cattle there is an association between possession 
of certain BoLA-DRB3 locus (MHC class II) and resistance or susceptibility to infectious diseases. Polymorphism of 
exon 2 of the BoLA-DRB3 gene was investigated by the PCR-RFLP method in 55 Iranian Holstein cattle. In this study, 
26 different alleles were recognized. Among those identified are known alleles as well as 2 previously unrecognized 
alleles. As a second goal, allelic frequencies were determined in a total sample. Frequencies of alleles mediating 
resistance and susceptibility to leukemia, FMD and mastitis were revealed. High frequency of the alleles related to 
FMD and EBL in Iranian cattle and low level of mastitis susceptible alleles could be due to special point of view in 
breeding programs neglecting resistance to diseases that have no obvious economic burden.

Key words: Iranian Holstein, MHC, BoLA-DRB3, PCR-RFLP 

از ژنوم ناحیهاي (MHC)1 نسجی ــازگار ي اصلی س مجتمع
را ایمنی ــخهاي پاس در دخیل ــلولی س پروتئینهاي که ــت اس
ــتانداران در پس MHC عمده کلاس ــه تا کنون س میکند. رمز
در د و، و یک کلاس MHC ملکول هاي ــت. اس شد ه ــخص مش
T لنفوسیتهاي به آنها ایمونوژنیک و عرضه پپتید هاي به اتصال
و بوده αβ هتر ودایمر به صورت دو،  کلاس MHC دارند. د خالت
بیان (APC) پادگن کنند ه عرضه سلول هاي در گسترده طور به
اتصال پپتید ــه ناحی α1و β1 ناحیههاي .(23 ،3 ،1) ــود میش
این به از اتصال پس آنتیژنیک ــاي و پپتید ه ــتند هس (PBR)2

میشوند شناسایی CD4
کمکی + T لنفوسیتهاي توسط ناحیه

کلاس MHC مولکولهاي بعدي سه ساختار ــریح تش .(19 ،3)
پاکت ــت که کرده اس ــخص مش ،(HLA-DR) ــان انس در دو
ــال پپتیدهاي عرضه اتص در زیادي تأثیر PBR ناحیه ــی ملکول

دارد(19). T لنفوسیتهاي متعاقب پاسخ و شده
ــامل  کلاس دو ش ــه ناحی در  (BoLA)3 گاو MHC ژن 
این در DI میشود(23). و DR، DQ، DO، DY ــی هاي لوس
سه از بین DRA است. یک ژن DRB و سه ژن DR شامل میان
ر ا وسیعی چند شکلی و بوده غالب DRB3 ژن بیان ،DRB ژن
تا DRB3 در  ناحیه آلل 100 از بیش بطوریکه میدهد،  ــان نش
MHC کلاس ژن هاي تنوع معمولا شدهاست. ــایی شناس کنون
ر مز PBR ناحیه در را β1 ناحیه بوده که 2 اگزون منحصر به دو
DRB1 شده، بیان ــیار کمی بس سطح در DRB2 می کند. ژن

DRA ژن ــک ــت و ت کاذب اس ژنی
.(23 ،19 ند ارد(13، تنوعی

BoLA ــدي کلی ــش نق ــل دلی ــه ب
بیماریهاي ــا ب ار تباط ــی، ایمن ــخهاي پاس در

ــخ تار ی ــا ب ــاط ارتب د ر آن ــی ژنتیک ــوع تن و ــی عفون
ــن روي ای ــیاري مطالعات بس ــه اخیر ده دو در ــل،  تکام

بر ارتباط مبنی ــات زیادي گزارش ــت(15). اس گرفته انجام ژن
9)، مقاومت ،8 ،6 ،4) ــک ایمونولوژی ــات خصوصی ــا ب BoLA
لوکوز عفونی مانند: مختلف بیماریهاي ــبت به نس یا حساسیت
،(21 ــتان(17، پس 26) اورام ، 25)، (EBL) ــک گاوان انزئوتی
خصوصیات همچنین (6) و گاو ــوز تیلر ی  ،(10 ــب برفکی(9، ت

د ارد. وجود (20) هلشتاین گاو د ر تولیدي
ــت کش ــرولوژي،  س مانند: گوناگونی ــاي روشه ــون تا کن
PCR- ــینگ5،  ایزوالکتریک فوکوس ــیتها4،  لنفوس ــوط مخل
الیگونوکلئوتیدهاي از استفاده هترودوپلکس7، آنالیز ،RFLP6

DRB3 ژن د و اگزون آللهاي انواع تعیین منظور به اختصاصی
روش از بررسی این در .(22 اند(14، گر فته قرار ــتفاده اس مورد
ژنتیک حیوانات المللی تایید انجمن بین مورد PCR-RFLP که
آن ها د ر توانمندترین از مذکور یکی روشهاي میان و از ــت اس
جهت میرود(13)،  شمار به DRB3,2 ناحیه در تفکیک آللها
هلشتاین گاو هاي مذکور از ناحیه آللهاي تعیین و تنوع بررسی

است. شد ه استفاده ایران

مقدمه

... برر سی تنوع ژن
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و ر وشها مواد
DNA و استخراج نمونهگیري

31 و لنفاوي) نمونه بافتی(عقده 24 ــامل ش نمونه 55 ــی بررس در این
به مربوط ــی ــتاین ایران هلش گاوهاي (EDTA ــاوي (ح خون کامل ــه نمون
انتخاب مطالعه و جهت جمعآوري بختیاري محال و چهار تهران استانهاي
ــانتی گراد س درجه -20 DNA در دماي استخراج زمان تا نمونهها ــد ند. ش

شدند. نگهداري
همکاران و Miretti روش خون بر اساس نمونههاي از DNA ــتخراج اس
ــه در ج -20 ــاي دم ــده در ش ــتخراج اس نمونههاي ــت(16). گرف ــورت ص

شدند. نگهداري آزمایش زمان تا سانتیگر اد
 PBS8 در کردن از هموژنیزه نمونههاي بافتی پس از DNA ــتخراج اس
از استفاده با و همکاران و Ausubelــنهادي پیش روش اساس بر ــتریل اس

گرفت(5). صورت الکل آمیل ایزو کلروفرم- فنل-

BOLA-DRB3.2 سازي ژن افزوده
ــی روش BOLA-DRB3 از ژن ــزون اگ ــن تنوع دومی ــی برر س جهت
ــتفاد ه بودند اس ــرد ه ک ــه ارائ ــال 1992 در س ــکاران هم vanEijk و ــه ک
در ــد. ش افزوده seminested PCR ر وش مذکور با ژن ابتدا در گر دید (24).
تا الکتروفورز شد آگار ز ژل مرحله دوم روي محصول از 5 میکرولیتر نهایت
ارزیابی معمول مورد روشهاي بر اساس ــده ش تکثیر طول قطعه و کیفیت

.(18 ،16 گیرد(15، قرار

(RFLP) شد ه حذف طولی قطعات مر فیسم پلی آزمون
و vanEijk روش پیشنهادي اساس کار بر مر احل آنزیمها و از استفاده
استفاده PsuI از BstyI آنزیم جاي به آنکه ــتثناي اس بود(24)، به همکاران
و (RsaI (Roch Co.)، HaeIII (Roch Co) محدود کننده سه آنزیم گر دید.
RFLP آزمون انجام و PCR محصولات برش جهت .PsuI (Fermentas Co)
دوم مرحله محصول از میکرولیتر 10 تا 5 روي آنزیمی هضم شد. ــتفاده اس
در کنار ــده بریده ش محصولات و گرفت انجام باز جفت 284 طول با PCR
ــد اکریلامی ژل روي (Fermentas Co) .MspI-digested pBR322ــانگر نش
سپس ولت الکتروفورز و 150 پتانسیل با اختلاف ساعت یک مدت 12٪ به
ترانس UV ــتگاه با دس ژلها تصاویر ــد. ر نگ آمیزي ش ــوم بر ماید اتیدی ــا ب

شدند. ثبت لومیناتور

دادهها آنالیز
Photo-captMw ــزار نرم اف ــک کم به ژلها از ــد ه آم ــت بدس تصاویر
براي گردید. ــد ه تعیین ش بر یده قطعات و طول ــده ش .Ver آنالیز 99,03
ــخص مش الگوهاي با ــه آنزیم س هر برش به ــات مر بوط اطلاع نمونه ــر ه
(11) ــکاران هم و Gelhaus همکاران(24)، و vanEijk ــط ــد ه توس ش
ــایی موجود شناس ــاي الگوه و ــه مقایس (14) ــکاران هم و Maillard و
هر ــراي آنزیم ب ــه س مجموع از آمده ــت بدس الگوهاي ترکیب ــد . گر دیدن
آللهاي ،PCR-RFLP الگوي شماره شناسایی از پس و شد تعیین نمونه

گر دید. مشخص موجود
آللهاي ــن همچنی و آمده ــت بدس الگوهاي از هر یک فراوانی ــد درص

محاسبه شدند. Popgene32 نرمافزار از با استفاده شده شناسایی

 نتایج 
نمونهها، در از مجموع آمده بدست مقایسه الگوهاي و ــی بر رس پس از
آنزیم بر ش د ر (a, e, f, g, h, i, j, l, m, n, o, p)ــاوت متف 12 الگوي ــت نهای
آنزیم ــرش ب در (a, b, c, e) متفاوت ــوي 4 الگ  ،(1 ــماره ــر ش (تصوی RsaI
برش در (a, b, c, d, e, f) ــاوت متف ــوي 6 الگ و (2 ــمار ه ــر ش (تصوی PsuI
بدست آمده قطعات طول گردید. 3)مشاهده شماره (تصویر HaeIII آنزیمی
جدول در مورد استفاده آنزیم به تفکیک نیز الگوها از این یک هر فراوانی و

است. شد ه مشخص 2 و 1 شمار ه
aaa, ecc, :ــخص گردید مش زیر ــر ح به ش مختلف ژنوتیپ 26 در نهایت
faa, fba, gaa, gba, gbb, gea, haa, iba, jbd, lba, lbe, lbf, maa, mba,
ــی هر فراوان ــد درص .nba, nbb, nbf, oaa, oab, oba, obb, obf, pcc, pec
نر مافزار از ــتفاد ه اس با و آنزیم هر ــاس بر اس آنزیم ي برش الگوها این از یک
درصد فراوانی گردیدهاند. ارائه 2 شماره جدول در و ــخص مش Popgene32
ــتور العمل د س آنزیمی و بر ش الگوهاي تر کیب ــاس اس نیز بر آللها یک هر
3 شماره در جدول و مشخص همکاران(24)، و vanEijk توسط شد ه ار ائه
فراوانی را ترتیب بیشترین به fba و haa، jbd شدهاند. آللهاي ــان داده نش
oab, oba, obb, pec ,nbf, mba, آللهاي د رصد و 10 /0 11/7 و ــا10/8، ب
اختصاص خود به ر ا فراوانی کمتر ین درصد 0/9 با کدام ــر ه lbe, gba, aaa

بودند. داده
pec و gba ــاي آلل ه مطالعه این در ــده ــت آم آلل هاي بدس مجموع از
قبلا آللها ــی و مابق بودند ــده نش گزار ش قبلی مطالعات در و بوده ــد جدی

بودند. شده معرفی

بحث
توجه مختلف مورد جنبههاي از 2 کلاس MHC آللهاي تنوع ــی بررس
در گاو 2 MHC کلاس از ملکول BoLA بخشی DRB3 از اگزون 2 ــت. اس
بخش از این ــت. پادگن اس ــاختار س نزد یک با ارتباط در می کند که رمز را
امکان مختلف ــاي پادگنه عرضه تا ــته داش ملاحظهاي قابل ــوع تن MHC
مقاومت ــا ی ــیت حساس با آن آللهاي ارتباط حال همین در و ــر گردد پذی
براي آلل از 100 بیش تاکنون است. شد ه ــخص مش مختلف به بیمار يهاي
آزمون آلل ها تفکیک ــن راه اند(19). بهتری کرده ــایی شناس BoLA DRB3
HaeIII و RsaI، BstYI ــاي آنزیمه از ــتفاده اس با که ــت اس PCR-RFLP
در محل که شد PsuI استفاده آنزیم از تحقیق در این میگیر د(13). صورت
الکتروفور تیک الگوهاي تر کیب گاو یک در است. BstYI ــابه مش کاملا برش

می کند. مشخص را BoLA-DRB3.2 آلل آنزیم سه از برش آمد ه بدست
را ــم آنزی محل برش RsaI پنج ــم آنزی بر ش از ــده آم ــت بد س قطعات
و PsuI از برش آنزیمهاي حاصل نتایج ــت. اس د اد ه ــان نش مذکور در ناحیه
از در استفاده بیشترین تنوع ــت. بوده اس ناحیه و 6 2 ترتیب به نیز HaeIII
را در (284bp تا 3bp)متفاوت 22 قطعه تا که میآید ــت دس به RsaI آنزیم
آنزیمهاي برش از قطعات ناشی میکند. ــخص مش الکتروفورتیک 25 الگوي
قطعه PsuI، 7 طور معمول و به کمتري برخوردارند تنوع از HaeIII و PsuI
قطعه HaeIII 13 و ــک الکتروفورتی الگوي 5 ــا284bp) در ت 3bp)ــاوت متف

.(24 ،14 میکنند(10، مشخص الگو 9 در ر ا (219bp متفاوت(4bp تا
ترتیب براي  الگو به و 6 4 در 12،  10 قطعه را و  تحقیق حاضر17، 7
الگوهاي مجموع از است. کرده ــخص مش HaeIII و RsaI، PsuI آنزیمهاي



144 آبزیان و د ام امور
در

زمستان1386 ،77 شماره

آبزیان145 و د ام امور
در

آمده بدست ترکیب 26 آنزیمی برش هاي از آمده ــت بد س
ــت. این تحقیق اس آلل یک ــخصه مش هر کدام که ــت اس
55) شده شناخته تنوع از در صد 47/3 به ــت اس توانسته

یابد. دست BoLA-DRB3.2 ناحیه د ر الگو)
متفاوت  کاملا الگو سه آمده بدست الگوهاي مجموع از
هستند . جدید و موجود (10، 14، 24) بوده ــات با گزارش
همکار ان و نصیري ــط توس (gbb) جدید الگوهاي از یکی
در (gba د یگر (pec و دو الگوي و ر سیده است(2) ثبت به ــخص و اخیراً مش

میباشند. جد ید کاملاً میشوند و بار گزارش اولین براي مقاله این
را فراوانی کمترین ــن محققی ــایر س نتایج BOLA-DRB3.2×2 در آلل
آللهاي میدهد . ــان نش در صد را 0/9 حاضر نیز تحقیق در است و ــته داش
گاوهاي ر ا در فراوانی بیشترین BoLA-DRB3.2×41 BoLA-DRB3.2×2 و
ــده نش ــاهده ایر ان مش گاوهاي بین در تحقیق در این ــتهاند که اروپا داش
BoLA-DRB3.2×22 و BoLA-DRB3.2×21 ــاي آلله .(18 ،16 ــد(8، ان
ایران از گاوهاي آمده ــت در نتایج بدس شدهاند و ــناخته ش Bos taurus در
BoLA-DRB3.2×2آللهاي .(18 نمیدهند(8، ــان را نش بالایی فراوانی نیز
جنوبی آمریکاي گاوهاي در BoLA-DRB3.2×46 و ، BoLA-DRB3.2×3
نشدند(16). داده ایران تشخیص هلشتاین در گاوهاي ولی داشتهاند حضور
II کلاس MHC ــاي آلله فراوانی ــه ــد ک میرس نظر به چنین ــوع مجم در
تفاوت هاي جنوبی ــکاي و آمری اروپا گاوهاي ایران با ــتاین هلش در گاوهاي

دارد. آشکاري
ــه ب ــاس حس BoLA-DRB3.2*22, *24, *16,*27 and ــاي 8* آلله
در تحقیق .(26 ــد(25، ان ــده ش معر فی (EBL) ــی گاو لکوز ویروس بیماري
و در ــته داش حضور مطالعه مورد جمعیت در ــوق ف ــر تمامی آللهاي حاض
حضور بالاي میشود. شامل ر ا آمده ــت آللهاي بدس کل درصد 30 مجموع

Rsa I آنزیمی بر ش از حاصل الگوهاي -1 شماره تصویر

Psu I آنزیمی بر ش از حاصل الگوهاي -2 شماره تصویر
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را جمعیت این ــتعداد بالاي اس مورد مطالعه گاوهاي در به لکوز ــاس آلل هاي حس
BoLA-DRB3.2*11, *23, مشخص مینماید. آللهاي بیماري به ابتلا ــبت به نس
الگوهاي ــتند(25). هس مرتبط ــی گاو ویروس لکوز بیماري به مقاومت با and *28
ــتهاند. داش حضور درصد به میزان 8 در مجموع مطالعه ما مور د جمعیت در مقاوم

نماید(7). توجیه را بالاي لکوز در ایران که شاید آمار واقعیتی
تب برفکی ــاري بیم به ــاس BoLA-DRB3,2*12 حس and *18 ــاي آلله
ــورد م جمعیت در فوق ــر تمامی آللهاي حاض در تحقیق ــده اند(10). ــی ش معرف
شامل را آمده آللهاي بدست درصد کل 20/7 مجموع و در ــته حضور داش مطالعه
تب بیماري به مقاومت ــا ب BoLA-DRB3,2*1, *3, and آللهاي 7* ــود. میش
در جمعیت برفکی تب به مقاوم فراوانی الگوهاي ــتند(10). هس مر تبط گاو بر فکی

است. بود ه 5/4 درصد در مجموع مطالعه مورد
شده معر فی نیز استافیلوکوکی پستان ورم به حساسیت با در ار تباط آللهایی
آللهاي از ــد درص 4/5 ــوع درمجم ــه ,BoLA-DRB3,2*22) ک *23) ــد(21) ان

شده در این مطالعه را شامل میشوند. مشخص
ــاس حس آللهاي بالاي اوانی فر آمد ه ــت بدس نتایج د ر توجه قابل نکته
در ــتان پس ورم ــاس به حس آللهاي کم اوانی فر و بر فکی ــب ت و لکوز ــه ب
ــیري ش گلههاي گاو در مدیریت اصلاح ــت. اس بوده مطالعه مور د جمعیت
ه بالینی بارز ــر چه با و بیماريهایی ــیر ش ــش تولید افزای به ــتر  بیش ایر ان
ــخص مش علامت و بدون مزمن بیماريهاي و کمتر ــود خاص میش ــه توج
حذف ــدم ع ــت. اس توجه د مور مبتلا امهاي د ــذف ح و گاوي ــوز لک ــل مث
در ــاوم مق آللهاي ــتر ش ــه گس توجه ب و عدم ــوز لک به ــود ه آل ــاي امه د
در خصوص ــد. باش ــاس آللهاي حس ــترش گس بر لیلی د میتواند جمعیت
عر ضه ناموفق ــن، واکس آیی کار د کاهش موار از یکی برفکی ــب ت ــاري بیم
بیماري به ــاس حس به آلل هاي MHC مر بوط ــط توس ویروس ــاي پادگن ه
حضور آنها ــه ک ــد آللهایی میر س نظر به ــوع در مجم .(12 ــت(10، اس
مدیریت ــت در اس بهتر ــده ش ــخص میزان بالایی مش ــق به تحقی ــن ای ر د

گیرند. قرار توجه مورد واکسیناسیون
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HaeIIIPsuIRsaI

a(61)a(37)a(1)

b(13)b(60)e(5)

c(8)c(7)f(17)

d(13)e(6)g(14)

e(1)h(12)

f(14)i(1)

j(13)

l(14)

m(10)

n(13)

o(7)

p(3)

ردیف
الگوهاي ترکیب

آنزیمی برش
آلل شماره

در فراوانی درصد
جمعیت بر آلل

به بیماري نسبت حساسیت/مقاومت با ارتباط آلل

1aaaDRB3.2*010/9مقاوم به تب برفکی

 2eccDRB3.2*074/5-

 3faaDRB3.2*086/3حساس به لکوز

 4fbaDRB3.2*1010-

 5gaaDRB3.2*515/4-

 6gbaDRB3.2*New0/9-

 7gbbDRB3.2*Nassiri1/8-

 8geaDRB3.2*114/5لکوز به مقاوم

 9haaDRB3.2*1210/8برفکی تب به حساس

10ibaDRB3.2*150/9-

PCR-RFLP د ر مورد استفاده آنزیم تفکیک به آنزیمی برش الگوهاي فراوانی :2 شماره جدول

با آللها ایران. هلشـتاین گاو در نمونههاي PCR-RFLP با روش شـد ه مشـخص BoLA-DRB3 آللهاي از یک هر فراوانی درصد :3 شـماره جدول
است. گرفته صور ت (24) و همکاران VanEijk روش اساس بر و قبلی شد ه تعیین الگوهاي با حاضر) برش آنزیمی(تحقیق مقایسه الگوهاي

... برر سی تنوع ژن
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11jbdDRB3.2*1611/7حساس به لکوز

12lbaDRB3.2*361/8-

13lbeDRB3.2*210/9-

14lbfDRB3.2*189/9برفکی تب به حساس

15maaDRB3.2*327/2-

16mbaDRB3.2*221/8پستان ورم لکوزو به حساس

17nbaDRB3.2*232/7ورم پستان به حساس و لکوز مقاوم به

18nbbDRB3.2*248/3حساس به لکوز

19nbfDRB3.2*330/9-

20oaaDRB3.2*251/8-

21oabDRB3.2*260/9-

22obaDRB3.2*370/9-

23obbDRB3.2*280/9لکوز به مقاوم

24obfDRB3.2*271/8حساس به لکوز

25pccDRB3.2*291/8-

26pecDRB3.2*New0/9-

پاورقیها
1- Major Histocompatibility Complex
2- Peptide Binding Site
3- Bovine Lymphocyte Antigen  
4-Mixed lymphosyte culture 
5- Isoelectric focusing
6- Polymerase Chain Reaction – Restriction Fragment Length 
Polymorphism
7- Heteroduplex analysis
8- Phosphate Buffer Saline 
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